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第Ⅰ章 要約 
 Short stature homeobox（SHOX） 半量不全は低身長症の重要な病因の一つであ
り，その表現型スペクトラムには明らかな骨変形を伴わない特発性低身長症（ISS）
から四肢骨変形を呈するレリーワイル症候群（LWD）までが含まれる．SHOX は
性染色体短腕の偽常染色体領域に位置している．SHOX半量不全は，SHOX のエク
ソン内点変異，SHOX のエクソンを含むコピー数異常の他，SHOX の上流域に 3
か所，下流域に 4か所存在する種を超えて保存されている領域（エンハンサー候補
領域）のコピー数異常によって引き起こされる．現在までに複数の変異スクリーニ
ング研究の報告があるが，その対象はほとんどが欧州の ISSおよび LWD患者を中
心としており，欧州人以外での変異の頻度は不明である．加えて，エンハンサー候
補領域内の点突然変異に関する解析研究はなく，このような異常が病態に関与する
か否かは不明である．我々は，日本人の ISSおよび LWD患者 328名を対象とし
て，SHOX 異常のコピー数異常と翻訳領域ならびにエンハンサー候補領域内の変異
スクリーニングを行った．第一に，全ての患者を対象に多重ライゲーション依存プ
ローブ増幅法でコピー数解析を行い，異常を認めた場合には比較ゲノムハイブリダ
イゼーション法で詳細に検討した．次いでコピー数異常のない患者 309名（ISS 
300名，LWD 9名）に対して，次世代シークエンサーを用いて翻訳領域の塩基配
列を決定した．このうち，83名の患者（ISS 76名，LWD 7名）では，さらにエ
ンハンサー候補領域の塩基配列を決定した．その結果，SHOX 異常を ISS 312名中
  
12例（3.8%），LWD 16例中 8例（50%）で同定した．コピー数異常は 16症例で同
定したが，これらの症例のなかに欧州で比較的高頻度に同定されている SHOX 下流
域の 47 kb欠失を有する患者はいなかった．in silico機能予測で病的意義があると
予測される翻訳領域内点変異を 4例，病的可能性が低い塩基置換を 1例，同義置換
を 3例で同定した．エンハンサー候補領域内の塩基置換は ISS患者 15例で同定し
たが, そのほとんどが健常人にも存在しているか，あるいは，生物種間での保存の
程度が高くないものであった．以上の結果より，SHOX 異常の頻度と表現型スペク
トラムは，欧州で特徴的な 47 kb欠失を除き，日本と欧州の患者間で同等であるこ
とが示唆される．加えて，SHOX異常症の病態に占める SHOX近傍のエンハンサー
候補領域の塩基置換の関与は限定的であることが明確となった．以上の知見は，
SHOX異常症患者の効率的診断法開発の基盤となる．さらに，本研究の成果は，ヒ
トゲノム病のモデルとしての SHOX異常症の理解につながる．  
  
第Ⅱ章 研究背景 
 Short stature homeobox (SHOX, NC_000023.10 (585079..620146) or 
NC_000024.9 (535079..570146))は，性染色体短腕偽常染色体領域 (PAR1)に位置
し，骨の成長と成熟に不可欠な homeoboxを含む転写因子をコードしている 1)．
SHOXタンパクは，homeoboxを含む DNA結合ドメインと，C末端近傍の OAR
（otp, aristaless, and rax）転写活性化ドメインを有する 2, 3, 4)．SHOXの転写因子
としての具体的な機能は未解明な点が多いが，複数の遺伝子の発現を制御すると予
測されている 3, 5-7)．SHOXが NPBBの発現を増加させる一方 5)，FGFR3の発現を
低下させること 6)が，SHOXを発現する骨肉腫細胞株（U2OS）を用いて RNAの定
量を行った実験で示されている 6)．SHOXは胎生期の成長板において SOX (sex 
determining region Y – box) trio転写因子（SOX9, SOX5及び SOX6）と相互作用
し，軟骨の主要な構成成分の一つであるアグリカンをコードする Agc1のエンハンサ
ーに作用すると予測されている 7)．SHOXは，ヒトの胎生胚の四肢及び小児期の成
長板に特異的に発現する 8,9)．ヒト胎児組織を in situ hybridization法で解析した研
究によって，Carnegie発生段階 stage 14では，SHOXが四肢の中間付近に広く発
現することが明らかにされている 8)．その後，Carnegie発生段階 stage 21において
は，SHOXの発現は上肢では上腕骨・橈骨・尺骨の遠位端，下肢の各骨の遠位端，
及び，第一鯉弓と第二鯉に限局する 8)．SHOXは胎生胚の四肢及び小児期の成長板
における軟骨細胞に発現してその分化と成熟に関与し，四肢骨や顎骨の正常な発達
に寄与する．そのため，SHOX異常は四肢短縮や上肢遠位部の骨変形の原因となる
2-9)．一方で，real time PCR法を用いた解析により，胎児や成人の筋や眼球・皮
膚・脳でも SHOXが発現していることが見出されている．しかし，これらの組織に
おける SHOXの機能は不明である 9)． 
SHOX 半量不全は，骨変形を伴わない特発性低身長症(ISS; OMIM #300582) ，
および，特徴的なMadelung変形を伴う Leri–Weill 骨軟骨異形成 (LWD; OMIM 
#127300)を招く 1, 2, 10)．LWDの典型的な骨症状であるMadelung変形は，橈骨の弯
曲と遠位尺骨の背側への亜脱臼を含む手関節の解剖学的異常であり，手関節の変形
や関節可動域の制限を来たし疼痛を引き起こす 2,10)．SHOX 半量不全を引き起こす
遺伝的な異常は，翻訳領域内の塩基置換および，PAR1内の種々のコピー数異常で
ある 2,11-18)．ISSと LWDに関連するコピー数異常は，SHOX のエクソンと cis 制
御性エンハンサーを含む領域の異常と予測されている．SHOXのプロモーターは，
exon 1に位置し 7か所の AUGコドンを有する P1と，exon 2に位置する P2の 2
種類が存在することがmRNAの解析に基づいて仮定されている 19)．実際に，exon 
1に限局する微細な欠失によりヘテロ接合性に P1を失った患者が，典型的な SHOX
半量不全の臨床像を呈したとの報告されている 20)．しかしながら，どのような状況
下でいずれのプロモーターが機能を発揮するのか，また，どのような分子生物学的
メカニズムで 2つのプロモーターの機能が調節されているかは不明である．加え
て，プロモーターと予測される配列上の塩基置換を患者で同定した報告は，我々の
  
文献検索の限りにおいて存在しない．以上の 3点より，SHOXプロモーター上の塩
基置換の病的意義は未確定である．一方，SHOX エンハンサーの詳細なゲノム上の
位置は現在までに特定されていないが，SHOX遺伝子近傍の生物種間を超えて高度
に保存された非翻訳 DNA領域（highly evolutionarily conserved non-coding DNA 
elements; CNEs）に存在すると考えられている 17,18,21-23)．今までに，7か所のエン
ハンサー候補領域 (CNE-5, CNE-3, CNE-2, CNE4, CNE5, evolutionarily 
conserved region (ECR) 1 and evolutionarily conserved sequence(ECS) 4/CNE9) 
が，in vitroと in vivoでの cis制御性の発現調節能を発揮することが明らかになっ
ている 17,18,21-23)．in vitro 解析では，これらのエンハンサー候補領域が SHOX プロ
モーターとの間に物理的な相互作用をもつことが証明されている 17,24)．  
 現在までの SHOX の変異スクリーニング研究および，コピー数異常の研究は主と
して欧州の ISS および LWD患者を対象としたものである 11-17, 25-29)．過去の報告で
は，SHOX半量不全を引き起こす SHOX異常が同定される頻度が ISSの 2-17%，
LWDの 35-100%であること，その中では遺伝子内の点突然変異よりも PAR1の超
顕微鏡的なコピー数異常の頻度が高いことが明らかになっている 11-17, 25-29)．しかし
ながら，これらの知見が欧州以外の人種にあてはまるか否かは明らかにされていな
い．例えば，欧州の患者では SHOXの下流域に位置する 47 kb程度の微細欠失が比
較的高頻度に同定される 17,28,29)が，この領域の欠失が他の人種においても同様に認
められるか否かは明らかになっていない．加えて，ISSや LWDの患者を対象として
エンハンサー候補領域内の塩基配列を決定した報告は存在せず，既知エンハンサー
候補領域内の点突然変異が SHOX異常症の病因としてどの程度重要であるかについ
ての研究は行われていない．我々はこれらの未解決な問題点について解明すること
を目的として，日本人患者のコホートを対象とする SHOXとその近傍のコピー異常
と塩基置換の網羅的な解析を行った． 
  
第Ⅲ章 研究目的 
本研究の目的は，以下の 2点である． 
第一に，日本人 ISS患者と日本人 LWD患者を対象として，今までに SHOX半量不
全の原因として明らかになっている SHOXおよびその近傍のコピー数異常と SHOX
翻訳領域内塩基置換の頻度を明らかにすること． 
第二に，上記の病的と考えられる SHOX及びその近傍のコピー数異常と SHOX翻
訳領域内塩基置換が見出されなかった患者を対象として，エンハンサー候補領域の
塩基配列を決定し，エンハンサー候補領域内の点突然変異が SHOX半量不全の病因
に関与するか否かを明らかにすること． 
  
  
第Ⅳ章 研究方法 
1. 倫理上の配慮 
 本研究は，国立研究開発法人成育医療研究センターと SHOX異常症研究会に参加
する医師の所属する医療機関との共同研究として実施した．本研究に参加したのは
下記の国内 24医療機関である．本研究は，国立研究開発法人国立成育医療研究セン
ターと各共同研究機関における倫理委員会での承認を得た．本研究は解析実施前に
参加者もしくは参加者の両親からの書面での同意を得た． 
 
北海道大学病院，東北大学病院，新潟大学医歯学総合病院，獨協医科大学病院，東
京医科歯科大学附属病院，慶應義塾大学病院，東京都立小児総合医療センター，国
立成育医療研究センター病院，たなか成長クリニック，神奈川県立こども病院，山
梨大学医学部附属病院，静岡市立清水病院，静岡県立こども病院，浜松医科大学，
あいち小児保健医療総合センター，大阪大学医学部附属病院，野瀬クリニック，大
阪府立母子保健総合医療センター，岡山済生会総合病院，鳥取大学医学部附属病
院，島根大学医学部附属病院，福岡市立こども病院，長崎大学病院，熊本大学医学
部附属病院．  
 
2. 対象患者 
 患者群は，0.5 歳から 17.9 歳までの 328名（男性 164名，女性 164名）の日本人
低身長患者のうち，下記の基準を満たすものとした． 
i) 2013年 3月から 2015年 11月までの間に，共同研究医療機関の小児内分泌
外来へ低身長を主訴として受診した． 
ii) 2000年度に厚生労働省と文部科学省が発表した身体測定値データから算出さ
れた日本人の性別・年齢別の体格基準において，-2.0 SDを下回る低身長であ
る． 
iii) 低身長を来し得る慢性疾患の合併がない．例えば，成長ホルモン分泌不全
症，先天性心疾患，軟骨異形成症，甲状腺疾患などを合併する患者は除外し
た． 
iv) G分染法で同定が可能な核型の異常を認めない．
すべての対象患者は手と手関節の単純 X線検査を実施し，Madelung変形の有無
を検査した．本研究におけるMadelung変形の基準は，単純 X線で，橈骨骨端軟骨
の尺側部の狭小化，橈骨骨幹部の前方彎曲，尺骨頭部の背側亜脱臼のいずれかを認
めた場合とした 10)．Madelung変形を有する患者は LWD，また，上記を満たさない
患者を ISSと分類した． 
328名の患者のうち，LWDは 16名で，ISSは 312名だった．また，328名中，
75名（ISS 75名）には低身長の家族歴を認めず，35名（LWD 2名，ISS 33名）に
は低身長の家族歴を認めた．218名の患者の家族歴は不明であった．本研究の患者
群のうち，4名は我々の研究グループにおいて過去に報告を行っていた 30)．また，
  
得られた塩基置換の健常人での頻度を検討するため，100名の標準身長の日本人成
人（男性 50名，女性 50名）をコントロール群として解析した． 
 
2 ゲノムコピー数解析 
MLPA（multiplex ligation-dependent probe amplification；多重ライゲーション
依存プローブ増幅）法によるコピー数異常のスクリーニングをすべての患者を対象
に実施した．標準的な手法を用いて末梢血リンパ球よりゲノム DNAを抽出した． 
MLPA法のキット（SALSA P018-G1キット，MRC-ホランド社，アムステルダム，
オランダ王国）を用いて，製造者の仕様書に沿って解析した．キットによる調整の
結果得られた増幅断片は，Beckmann Genome Lab GeXP または Beckmann 
CEQ8000（ベックマン・コールター社，ブレア，カリフォルニア州，アメリカ合衆
国）を用いて泳動とシグナル強度を測定し，ピーク面積データを収集した．得られ
たターゲットプローブ毎の蛍光シグナル強度は，各サンプル内のリファレンスプロ
ーブと比較しサンプル内標準化を行い，また，同時解析した健常人コントロール 3
例と比較してサンプル間標準化を行って相対シグナル値を算出した．相対シグナル
値は，Microsoft Excel ver. 2007 / 2010 / 2013 (マイクロソフト社，レドモンド，
ワシントン州，アメリカ合衆国)を用いて算出した． 
MLPA法で異常が疑われた検体は，コピー数異常のゲノム上の位置をより詳細に
同定するため，aCGH（array-based comparative genomic hybridization；比較ゲ
  
ノムハイブリダイゼーション）法によるコピー数異常の解析を行った．解析には，
PAR1の解析のために我々が独自に設計した SurePrint G3 human CGHマイクロア
レイ 8×60K（アジレントテクノロジーズ社，サンタクララ，カリォルニア州，ア
メリカ合衆国）を用いて行った．このカスタム aCGHスライドには，45,033の
PAR1上の配列に一致するプローブと，15, 000以下のその他のゲノム上の配列に一
致するリファレンスプローブが搭載されるように設計した．製造者の仕様書に沿っ
た標準的手法で，500 ngの患者由来ゲノム DNAを制限酵素による断片化をした後
Cy3によるラベル化を行い，同様に Cy5でラベル化したコントロールとともにアレ
イスライドガラス上でハイブリダイゼーションを行った．ハイブリダイゼーション
したスライドガラスは，Agilent G2505 C Microarray Scanner（アジレントテクノ
ロジーズ社）を用いて各プローブの蛍光強度を測定した．出力された画像データは
Agilent Feature Extraction Software ver. 10.10 （アジレントテクノロジーズ社）
を用いて数値化した．Agilent Genome Work Bench Ver. 7.0 （アジレントテクノロ
ジーズ社）を用いて，横軸に各プローブのゲノム上の位置，縦軸に対応するプロー
ブの蛍光強度をプロットし解析結果をグラフ化した． 
患者で同定されたコピー数変化のうち，公共データベースである the Database of 
Genomic Variations  (http://projects.tcag.ca/variation/) に登録されている変化
は，病的意義に乏しいコピー数多型と判断し，以下の解析から除外した． 
得られたコピー数異常のシグナル強度を示すプローブと，直近の正常コピー数の
  
シグナル強度を示すプローブのゲノム上の位置から，切断点の存在する位置を決定
した．UCSC Genome Browser（https://genome.ucsc.edu/）を参照し，切断点近傍
に繰り返し配列が存在するか否かを検討した． 
 
3. 塩基配列解析 
 病的意義があると推測されるコピー数異常が否定された 312名の患者のうち，
309名（ISS 300名，LWD 9名）を対象として，SHOXの翻訳領域の塩基配列
を決定した．3名については，解析に必要な DNAの量が十分ではないため解析でき
なかった． 
 
3-1 次世代シークエンサーによる塩基配列の決定 
 病的意義があると推測されるコピー数異常が否定された 309名の患者は，以下の
2つの方法で，次世代シークエンサーによる塩基配列の解析を行った． 
まず，309名のうち，83名の患者(ISS 76名，LWD 7名)は，SHOXの翻訳領
域と既知のエンハンサー候補領域をターゲットアンプリコンシークエンスで解析し
た．標的領域をカバーするように設計したカスタム HaloPlexキット（アジレントテ
クノロジーズ社）を使用し，製造業者の提示する仕様書に記載された標準的な手順
により DNAフラグメントの増幅を行った．得られたライブラリーは，次世代シー
クエンサーMiSeq（イルミナ社，サンディエゴ，カリフォルニア州，アメリカ合衆
  
国）を用いて解析した． 
 一方，309名のうち 226名の患者（ISS 224 名，LWD 2名）は，公益財団法人か
ずさ DNA研究所（千葉県木更津市）との共同研究として，同研究所に依頼し塩基
配列を決定した．同研究所にて SHOXの翻訳領域を包含するように設計した 8ペア
のプライマーを用いたmultiplex PCR法により DNAフラグメントを増幅し，得ら
れたライブラリーは次世代シークエンサーMiSeq（イルミナ社）を用いて解析し
た．プライマー配列は，表 1に示した． 
 次世代シークエンサー解析によって得られた配列データは，the Burrows–
Wheeler Aligner version 0.6.2 を用いて，リファレンスゲノム(NCBI Build 
37/hg19)にアライメントを行った．アダプター配列のトリミング，低品質な塩基デ
ータのリキャリブレーション，局所的なリアライメント，並びに，バリエーション
コールは，SAMtools (ver. 0.1.17)，Picard 
（http://broadinstitute.github.io/picard/）および GATK version 2.3-9.を用いて実
施した． 
 次世代シークエンサーで推定された翻訳領域内の塩基置換のうち，公共エクソー
ムデータベース（dbSNP; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/，1000Genomes; 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/）におけるアレル頻度
が 0.05を超える塩基置換は多型と判定した．非翻訳領域塩基置換についても公共デ
ータベースを参照し，登録されている場合には同じ基準で多型か否かの判定を行っ
  
た．非翻訳領域の塩基置換の解析では，良性と推測される繰り返し配列多型につい
ては，配列決定から除外した．公共エクソームデータベース上に登録のない塩基置
換について，3-4に述べる方法により，正常身長コントロール群 100名に同じ塩基
置換が認められるか否かを検討した．疾患への関与が否定できない塩基置換は，3-2
で述べる手法を用いてサンガー法を用いて確認した． 
 
3-2 サンガー法による塩基配列決定 
 次世代シークエンサーで推定された塩基置換は，サンガー法で確認した．表 1に
示したプライマーを用いて，標的となる塩基置換を含む領域の患者 DNAを PCR法
で増幅した．PCR法は，AmpliTaq Gold 360 Master Mix（サーモフィッシャー・
サイエンティフィック社，ウォルサム，マサチューセッツ州，アメリカ合衆国）を
用いて， 試薬の標準仕様書に沿って調整し，初期熱変性 95℃ 10分，熱変性 95℃ 
30秒，アニーリング 56℃ 30秒，伸長 72℃ 1分，35回転，最終伸長 72℃ 7分の
反応で増幅した．得られた PCR産物は ExoSAP（アフィメトリクス社，サンタクラ
ラ，カリフォルニア州，アメリカ合衆国）を用いて酵素法による dNTP と未反応プ
ライマーの除去を行った．精製された PCR産物は，試薬の標準仕様書に沿って
PCR法と同じプライマーと DTCS Quick start Master mix （ベックマン・コール
ター社）を用いて，熱変性 95℃ 20秒，アニーリング 50℃ 20秒，伸長 60℃ 4
分，30回転で反応させ，シークエンスフラグメントを調整した．得られたシークエ
  
ンスフラグメントはエタノール沈殿を行って精製し，Beckmann Genome Lab 
GeXP または Beckmann CEQ8000（ベックマン・コールター社）を用いて泳動し
て塩基配列を決定した． 
同定された各々の塩基置換を解析するのに使用した Primer配列は表 1のとおり
である． 
 
3-3 同定された塩基置換の in silico解析 
 同定されたミスセンスレアバリアントは，PolyPhen2
（http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/），ならびに，SIFT（http://sift.jcvi.org/）
を用いて in silico解析を実施し蛋白機能予測を行った． 
 また，エンハンサー候補領域における塩基置換の機能的な意義を評価するため，
それぞれの塩基置換が種を超えて保存されているか否かを解析した．UCSC 
Genome Browserを用いて，ヒト，アカゲザル，イヌ，ゾウ，ニワトリ，アフリカ
ツメガエル，ゼブラフィッシュに対象の塩基が保存されているかどうか確認し，種
を超えた保存の程度を検討した． 
 さらに，同定された塩基置換がエンハンサー活性をもちうるか否かについて，塩
基配列のヒストンメチル化マーカーを検討した．UCSC Genome Browserを用い
て，ENCODE Broad Chromatin State Segmentation を参照し，エンハンサー活性
が高いと考えられるヒストン H3の第 4リジンのモノメチル化(H3K4me1)の有無を
確認した． 
3-4 健常人における塩基置換の頻度の検討
3-4-1 制限酵素法による健常人におけるレアバリアントの有無の検討
患者で同定されたまれな塩基置換（レアバリアント）が健常人で認められるか否か
を制限酵素法によって検討した．健常人コントロール 100名の DNAを表 1の
Primerを用いて PCRで増幅した．AmpliTaq Gold 360 Master Mix(サーモフィッ
シャー・サイエンティフィック社)を用いて，試薬の標準仕様書に沿って調整し，初
期熱変性 95℃ 10分，熱変性 95℃ 30秒，アニーリング 56℃ 30秒，伸長 72℃ 
1分，35回転，最終伸長 72℃ 7分の反応で増幅した．次いで，レアバリアントが
陽性の場合のみ切断される制限酵素で処理した．すなわち，得られた PCR産物をエ
タノール沈殿して精製した後，精製 DNA 200 ng に対して，制限酵素製造者（ニュ
ー・イングランド・バイオラボ社，イプスウィッチ，マサチューセッツ州，アメリ
カ合衆国）が指定する 10×Buffer 1 μL および各制限酵素 2単位を加え，蒸留水で総
量 10 μLに調整した．各酵素の規定の反応温度で 3もしくは 4時間反応させ，得ら
れた反応液をゲル泳動してバンドパターンを解析し，酵素切断の有無を判定した．
なお，上記の実験では，サンガー法で塩基置換があることを確認した患者検体を陽
性コントロールとして使用した． 
  
3-4-2サンガー法による健常人におけるレアバリアントの有無の検討 
 2塩基（chrX:516,836C>A chrX:835,007G>C）のレアバリアントは，3-2と同
様の方法とプライマーで，健常人 100人における頻度を検討した．  
  
第Ⅴ章 研究結果 
1. ゲノムコピー数解析 
 MLPA法でコピー数異常が疑われた患者に aCGHを実施した結果，PAR1の超顕
微鏡的なコピー数異常が 16症例で同定された．（症例番号 1-16，図 1-3，表 2）コ
ピー数異常の内訳は，欠失が 11例，重複が 5例であった．症例 1の欠失範囲は
PAR1全体を超える長さであり，その他の欠失範囲は PAR1内に限局していた．
SHOXのエクソンを含む欠失は，6症例(症例番号 1，2，3，5，10，11)で同定し，
そのうちの 2症例はエクソン 1に限局する欠失（症例番号 10，11）であった．9症
例では，SHOXの下流域の少なくともひとつの既知のエンハンサー候補領域を含む
欠失が同定された．既知のエンハンサー候補領域のみでエクソンを含まない欠失と
して，1症例(症例番号 4)で上流流域のエンハンサー候補領域に限局した欠失，3症
例(症例番号 6，7，8)で下流エンハンサー候補領域に限局した欠失が同定された．欧
州の患者において高い頻度で報告されている SHOX下流域の 47 kb欠失 17, 28, 29)
は，我々のコホートでは同定されなかった．1症例（症例番号 9）の欠失範囲は，既
知のエンハンサー候補領域よりもさらに下流に存在していた．  
 PAR1の重複は，4症例で同定された．欠失とは異なり，PAR1の全体を包含する
重複は認めなかった．重複領域に SHOXのエクソンの少なくとも一部を含む症例は
3症例（症例番号 12，13，14）であった．重複領域が下流域の既知エンハンサー候
補領域に限局する症例は，1症例（症例番号 15）であった．1症例（症例番号 16）
の重複範囲は，既知のエンハンサー候補領域よりもさらに下流に存在していた． 
症例番号 2，3，5，12，14の各症例の切断点は，繰り返し配列の近傍に位置して
いた．また，コピー数異常が同定された症例のうち，低身長の家族歴を認めたの
は，症例 3と 5の 2例だった．この 2例は LWDであった．そのため，家族歴のあ
る LWDのコピー数異常の同定率は，100%であった． 
2. 塩基配列解析
HaloPlexによる解析では，ターゲット領域の 92.5%(83.1-97.1%)が 10x以上で，
84.5%(75.3-92.8%)が 30x以上でカバーされていた．かずさ DNA研究所での解析で
は，各ターゲット領域の depthは，平均 11527.36 reads (8081.0 – 16241.9 reads)
であった． 
SHOXのエクソンの塩基配列決定により，8症例において遺伝子内塩基置換を同定
した（症例番号 17-22，表 2，図 4）．これらのうち，5症例（症例番号 17-21）はミ
スセンスレアバリアントであり，3例はアミノ酸置換を伴わない同義置換（症例番
号 22-24）であった．これらの塩基置換の一般人口における頻度は，報告がされて
いないか極めて稀であった．ミスセンスレアバリアントのうち 4症例（症例番号 17-
20）の塩基置換は，PolyPhen2 による in silicoの機能予測で“Probably
Damaging”と予測された．残りの 1症例の塩基置換は，“Benign”と評価された．ま
た，SIFTによる機能予測では，3症例（症例番号 17-19）の塩基置換は，
“Damaging”と予測された．残りの 2症例の塩基置換は“Tolerated”と予測され
た．症例 17-19までのレアバリアントは，homeobox内に位置していた． 
既知のエンハンサー候補領域の塩基配列決定では，15症例において 11塩基置換
を同定した（表 2，図 4）．これらの塩基置換のうち，11症例（症例番号 25-35）で
同定した 5塩基置換は稀な良性多型として dbSNPに登録されており，残りは今回
の研究で初めて同定された．新規に同定された塩基置換のほとんどは健常人コント
ロールでも同定された．過去に報告がなく，かつ健常人コントロールでも認めなか
ったのは，CNE-2上の塩基置換（症例番号 25）と，ECR1上の塩基置換（症例番号
37）のみであった．これらの患者のうち，低身長の家族歴を認めたのは，6例（症
例番号 24, 25, 29, 31, 37, 38）であった． 
エンハンサー活性との関連があるヒストン H3の第 4リジンのモノメチル化
(H3K4me1)の有無を確認したところ，モノメチル化陽性である領域上に塩基置換が
位置していたのは，CNE-5と CNE5上の塩基置換のみであった．（図 5） 
種を超えた保存の程度を検索したところ，ヒトを含む 7種の生物全てが同一の塩
基であったのは 4か所の塩基置換のみであった（図 6）．そのほかの塩基置換は 7種
の生物種の間で異なる塩基を示したか，同一の塩基が存在しなかった． 
3. SHOXの異常が同定された患者の臨床像
コピー数異常が同定された 16名（症例番号 1-16）の患者の内訳は，ISSが 10例
  
と LWDが 6名であった（表 3）． In silico機能予測により病原性があると推測され
た翻訳領域内塩基置換を有する 4症例（症例番号 17-20）の内訳は，LWDが 2症
例，ISSが 2症例であった（表 2）．以上を総合すると明らかな SHOX異常は，ISS
患者 312例のうち 12例（3.8%），LWD患者 16例のうち 8例（50%）で同定され
た．家族歴のある ISSの 33例では，全例で病的意義があると推測されるコピー数異
常や塩基置換を同定しなかったが，家族歴のある LWD2例中 2例(100%)で，病的意
義のあるコピー数異常を同定した．in silicoの機能予測で“Benign”と判断された塩
基置換を，ISSの 1例（症例番号 21）で同定した．また，同義置換を ISSの 3例
（症例番号 22-24）で同定した．エンハンサー候補領域内の塩基置換を，ISSの 15
例（症例番号 25-39）で同定した．  
  
第Ⅵ章 考察 
 本研究により，我々は以下の 2点を明らかにした．第一に， SHOX異常は，日本
人では，ISS患者の数%，LWD患者の約半数で同定される．この SHOX異常のう
ち，微細コピー数異常の頻度が塩基置換に比べて高く，SHOX半量不全の原因とし
ては微細コピー数異常が重要である．第二に，既知エンハンサー候補領域上の塩基
置換が SHOX半量不全の病因に与える影響は限定的である． 
  
1. 日本人患者 328名における SHOX異常の頻度と種類について 
我々は SHOXとその近傍の網羅的遺伝子解析を行い，病的意義があると推測され
る SHOX異常を ISSの 3.8%，LWDの 50%に同定した．欧州における比較的大規
模な SHOX異常のスクリーニング研究では，SHOX異常は ISSの 2-17%，LWDの
35-100%で同定されたと報告されている 11-17, 25-29)．今回の我々の研究結果は，日本
人患者の SHOX半量不全の原因となる SHOX異常の頻度と種類が，欧州の患者と
比較的類似していることを示している．一方で，欧州の患者で比較的高頻度に同定
される SHOX下流域の 47 kb欠失は今回解析を実施した患者コホートでは同定され
なかった 17, 28, 29)．この 47 kb欠失は，英国，ノルウェー，デンマーク，オランダ，
イタリアなどに加え，アメリカ合衆国などの欧米諸国で報告されている 17,28)．この
47 kb欠失が LWD患者で同定される頻度は，欧米全体では 11-15%程度とされる
が，国毎に差があり英国で高いことが報告されている 17, 28)．また，この 47 kb欠失
の切断点は，症例間の差が少なくほぼ同一の位置にあることが報告されている 17, 28,
29)．以上の 2点から，先行研究では 47 kbの欠失が欧州に特徴的な創始者効果では
ないかと推定されてきた 28)．今回の我々の研究において同様の欠失が日本人で同定
されなかったことは，この仮説を支持するものである． 
今回の我々の LWDの患者コホートのうち，7名の患者においては病的と推測され
る SHOX異常が同定されなかった．LWDの患者で認めるMadelung変形は，
SHOX異常の症状として特徴的である．本症であるにも関わらず SHOX異常が同定
されないことは，LWDの遺伝学的原因が多様であることを示す．例えば，2015年
に Hisado-Olivaらは，SHOX異常が否定された LWD患者 173名と ISS患者 95名
の遺伝子解析を実施し，6名の LWD患者でMaroteaux 型の四肢先端中部異形成の
責任遺伝子である NPR2の病的意義がある変異を同定した 31)．そのため，我々の
SHOX異常が同定されなかった７症例の中にもこの変異が関与している可能性があ
る．しかし，Hisado-Olivaらの報告では NPR2異常は LWD患者群のおよそ 3%の
みを占めるとされており 31)，依然として，LWDの病因には未知な点が残されてい
る．今後のさらなる研究による病因解明が必要である． 
今回の我々の研究では，submicroscopic（超顕微鏡的）な PAR1のコピー数異常
が症例番号 1-16の患者で同定された．この結果は，日本人においても PAR1に関連
するコピー数異常が SHOX半量不全の原因として重要であることを示している．症
例 6-8では，エンハンサー候補領域のみの欠失を同定した．この結果に一致して，
  
ヘテロ接合性にエンハンサー候補領域を欠失した場合に SHOXが monoallelicに発
現することが，SHOX の下流エンハンサー候補領域に限局した欠失を有する LWD
患者の骨髄線維芽細胞におけるmRNAの解析により見出されている 32)．さらに，
我々は既知のエンハンサー候補領域よりも下流の欠失を症例番号 9の患者で同定し
た．この結果は，SHOX翻訳領域から約 300～500 kb下流の領域に現時点では同定
されていないエンハンサー候補領域が存在するという可能性を示唆するものである
33, 34)．同様に，我々は既知エンハンサーよりもさらに下流の領域の重複を症例番号
16の患者で同定した．これらの結果は，既知のエンハンサー候補領域より下流の領
域におけるコピー数変化が ISSや LWDに関連するという近年の報告と一致する．
例えば，2014年に Bunyanら 33)と Tsuchiyaら 34)はそれぞれ独立して，SHOXの
既知のエンハンサー候補領域より下流領域の欠失が SHOX異常の臨床症状を呈する
患者で同定されたことを報告した．同様に，2015年に Bunyanらは SHOXの既知
のエンハンサー候補領域より下流領域の重複を SHOX半量不全の臨床症状を呈す患
者で同定した 35)．症例番号 9と 16の患者，および，上記の既報例の患者のコピー
数異常領域には，SHOXの新たな cis制御性エンハンサーが含まれる可能性があ
る．症例番号 13と 14の患者では，SHOXのエクソンの全領域と一部のエンハンサ
ー候補領域が重複していた．この結果は，PAR1領域全体のトリソミーとなる染色
体構造異常が，高身長ないし標準身長と関連しているという過去の報告に矛盾する
36- 38)．この点については，以下のように考えることで説明可能である．SHOXの全
  
エクソンに加えすべてのエンハンサー候補領域を包含する重複は，SHOXの過剰発
現により高身長の原因になり得る 30)．一方で，これらの領域の一部分のみの重複で
は，cis制御性の SHOX発現調節機構が破綻して SHOXの発現が低下し，低身長の
原因になる 30)．これは，重複領域が縦列重複のように近接することで，各エンハン
サー候補領域と SHOXエクソンの物理的な距離，または，三次元的な位置が変わる
などの要因によると考えられる． 
PAR1内のコピー数異常が塩基置換に比べて頻度が高く，また各コピー数異常の
切断点や領域長がきわめて多様であることは，PAR1のゲノム安定性が低いことを
示唆する．PAR1は，XY染色体間で配列が一致しており，男性減数分裂の過程にお
いて XY相同組み換えの場となる 39)．PAR1での男性減数分裂によって生じる相同
組み換え率は，全ゲノムの平均に比較して 17倍もの高値におよび，女性減数分裂に
おける XXの相同組み換え率が全ゲノムの平均に近いことに比べて高い 39)．そのた
め，PAR1は精子形成過程でのゲノム安定性に欠けると考えられている 39)．実際に
症例番号 2,3,5,12,14の各症例では，その切断点が，non-allelic homologous 
recombinationの基質となる繰り返し配列内もしくはその近傍に位置していた 40)．
なお，PAR1内の相同組み換え率は，女性では比較的均一に低く PAR1のセントロ
メア側末端に近づくほど比率が上昇するのに比して，男性ではテロメア側末端に近
い SHOX近傍の約 0.8 Mbに相同組み換え率が上昇する hotspotが存在することが
報告されている 39)．症例番号 1-16の各症例の切断点は PAR1全体に分布している
  
ものの SHOX近傍に比較的集中しており，多くはこの hotspotに一致している．以
上の点を考慮すると，SHOX近傍のコピー数異常の成立には，男性減数分裂過程に
おける相同組み換えの寄与が大きいと推測される． 
 
2. 遺伝子内塩基置換の病的意義と，エンハンサー候補領域内の塩基置換の病態への
関与について 
 病的意義が予測される塩基置換は，症例番号 17-20で同定された．この結果は， 
SHOXの病的点変異は SHOXの翻訳領域全域にわたって分布するが，homeobox領
域にやや集積する傾向があるという，過去の欧州の患者を対象とした研究の指摘と
一致している 2, 41)．一方，今回の解析で同定した SHOXのエクソン上にある
“Benign”と判定された塩基置換（症例番号 21）と同義置換（症例番号 22-24）の
病的意義は不明である．同義置換を同定した 3症例（症例番号 22-24）のうち，1症
例（症例番号 24）においては，外反肘を認めた．外反肘は，ターナー症候群患者で
認める代表的な徴候の一つであり，特発性低身長症患者の中で SHOX半量不全の存
在を示唆する所見の一つであると報告されている 26)．しかし，本塩基置換の病的意
義は現時点では不明である．今後，遺伝学的な解析によって診断された SHOX異常
症例を蓄積し，SHOX 異常症の発症メカニズムを解明することが必要である．ま
た，エンハンサー候補領域上の 10塩基での置換のうち，3塩基（chrX:398561, 
chrX:751039, chrX:751686）はヒストンメチル化マーカーの程度からエンハンサー
として機能しうる領域にあった．そのため，これらの塩基置換が SHOXの発現に影
響する可能性が否定できない．しかし，同定された塩基置換は必ずしも生物種間を
超えた保存の程度が高くないことから，これらの置換による機能的な変化の有無は
不明である．加えて，患者で同定されたエンハンサー候補領域内塩基置換の多くは
コントロールの健常人でも認められた．そのため，今回の我々の解析結果からは，
既知のエンハンサー候補領域における塩基置換の SHOX半量不全の病因としての意
義は限定的であることが示唆される．PAR1内には現時点で候補とされる領域以外
にも未同定の SHOX のエンハンサー領域が存在することが予測されている 33, 34) ．
これらのエンハンサーの同定，および，現在報告されているエンハンサー候補領域
がどのようにエンハンサー活性を示すのかそのメカニズム解明にむけて，さらなる
研究が必要であると考えられる． 
3. 本研究の意義
本研究によって，日本人における SHOX 半量不全の遺伝的原因が初めて明らかと
なった．また，本研究によって，SHOX半量不全の遺伝的原因の主体が点変異では
なく，翻訳領域もしくは cis制御性エンハンサーを包含する PAR1内コピー数異常
であることが明確となった．今回の研究の成果は，ISSと LWDの双方を含む低身長
患者における SHOX 異常の効率的かつ確実な診断法開発の基礎となる．すなわち，
第 1段階として，MLPA法によってより高頻度に認められる PAR1内のコピー数異
常の有無を解析し，第 2段階としてコピー数異常の認められない患者を対象とし
て，比較的頻度の低い翻訳領域内塩基置換をダイレクトシークエンスもしくは次世
代シークエンスによって解析することで，より効率的に SHOX異常を同定できると
考えられる．同様の手法を用いて多数患者を解析した海外の複数の報告では，
SHOX異常が ISSの 2-3%，LWDの~70%で同定されており 3, 27, 28 )，本研究は日本
人においても同様の手法が有効であることを示す．SHOX異常に起因した低身長の
治療では，成長ホルモンの投与により成長速度の改善が見られたことが報告されて
いる 42, 43)．加えて，成長ホルモンの投与による成長率の改善は，SHOXの翻訳領域
内変異を原因とする症例よりもエンハンサー候補領域内の欠失の症例の方がより大
きかったとの報告が存在すること 44)から，SHOX異常の種類を正確に診断し治療効
果に関する知見を蓄積することが重要である．一方，本研究の限界は，家族歴を収
集できた症例が 328名中 110名（33.5%）と一部にとどまることである．そのため
本研究の結果をもって，家族歴の有無が SHOX異常の変異同定率にどの程度影響を
与えるかについて論ずることは困難である． 
超顕微鏡的なコピー数異常が半量不全の原因として重要な役割を占める点，また
cis制御性のエンハンサー候補領域のみに限局し翻訳領域内の異常のないコピー数異
常が病的意義をもつという 2点において，SHOX異常症は染色体微細構造異常に起
因するヒトゲノム病のモデルとなる．今後さらなる研究によって SHOX発現調節機
構が解明されれば，その知見はヒトの遺伝子発現調節機構の理解につながると期待
  
される．
  
第 V章 結論 
 本研究により，我々は以下の 2点を明らかにした．第一に，日本人における
SHOX異常の種類と頻度は，欧州で比較的高頻度に認める SHOX 下流域に位置する
47 kbの欠失の例外を除き，欧州人と同等である．第二に，既知のエンハンサー候補
領域内塩基置換の，SHOX異常の病態への関与は限定的である．以上の知見は，
SHOX異常症患者の効率的診断法開発の基盤となる．さらに，本研究の成果は，ヒ
トゲノム病のモデルとしての SHOX異常症の理解につながる 
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図の凡例 
図 1 症例番号 1-16で同定されたコピー数異常の模式図．（文献 45より引用．）最
上段には，MLPA（multiplex ligation-dependent probe amplification；多重ライゲ
ーション依存プローブ増幅）法のプローブ名を示す．SHOXエクソン上のプローブ
を紫色，上流エンハンサー候補領域を黄色，下流エンハンサー候補領域を青で示
す．偽常染色体領域 1（PAR1）上のプローブは上部に矢印を付している．水平の緑
の長方形で示した部分が欠失領域，水平の赤の長方形で示した領域が重複領域であ
る．点線で示した領域のコピー数は同定出来ていない．CNE: highly evolutionarily 
conserved noncoding DNA elements; ECR: evolutionally conserved region; ECS: 
evolutionally conserved sequence; p-ter: short arm telomere; cen, centromere. 
 
図 2  MLPA（multiplex ligation-dependent probe amplification；多重ライゲー
ション依存プローブ増幅）法解析結果．（文献 45より引用．）各棒の高さはターゲッ
トプローブ毎の蛍光シグナル強度をサンプル内内部標準とコントロールサンプルと
のサンプル間標準を元に算出した相対シグナル強度を示す．相対シグナル強度の減
少と上昇は，各々欠失と重複を示す．紫色のアスタリスクは SHOX エクソンを示
す．黄色と青色のアスタリスクは，各々上流と下流のエンハンサー候補領域上のプ
ローブを示す．CNE: highly evolutionarily conserved noncoding DNA elements 
 
  
図 3  aCGH（array-based comparative genomic hybridization；比較ゲノムハイ
ブリダイゼーション）法解析結果．（文献 45より引用．）上部の水平の目盛は性染色
体短腕テロメアからの距離を示す（hg19; NCBI Build 37）紫の長方形は，SHOX
の翻訳領域を示す．黄色と青色の長方形は，上流と下流の既知のエンハンサー候補
領域を示す．黒，赤，緑のドットは，各々コピー数正常，コピー数増加（log比> 
+0.5），コピー数低下（log比＜-0.5）を示している．緑の矢印は，欠失領域を，赤
の矢印は重複領域を示す． 
 
図 4 症例番号 17-39の塩基置換．（文献 45より引用．）(a) SHOX近傍のゲノム
構造を示す．塩基の位置は，hg19; NCBI Build 37 に準ずる．白と紫の長方形は，
エクソンの各々非翻訳領域，翻訳領域を示す．紫の斜線で示した領域は homeobox
である．黄色と空色の長方形は上流と下流のエンハンサー候補領域を示す．病的意
義を有すると予測される塩基置換は紺矢印で，病的意義が乏しいと予測される塩基
置換と同義塩基置換は緑の矢印で示した．既知のエンハンサー候補領域上の塩基置
換は，空色の矢印で示した．(b)各塩基置換のクロマトグラムを示す．置換された塩
基上には，矢印を示した．a, b, cで示した塩基置換は複数患者で同定された．p-ter: 
short arm telomere; cen, centromere. 
 
図 5 予測された種を超えて保存された非翻訳領域（CNE；highly evolutionarily 
  
conserved non-coding DNA elements）の in silico解析でのエンハンサー活性の予
測．（文献 45より引用．）水平の線は性染色体のゲノム上の位置を示し，（hg19; 
NCBI Build 37）黄色と青は，各々CNE-5と CNE5を示す．同定した塩基置換の位
置は矢印で示した．エンハンサー活性に関与するヒストンメチル化マーカーの
H3K4Me1と，予測されるエンハンサー活性を示した．GM12878: 健常人 Bリンパ
芽球，HMEC: 乳腺上皮細胞，H1-hESC: 幹性胚細胞. p-ter: 短腕テロメア, cen: セ
ントロメア． 
 
図 6 置換された塩基近傍の非翻訳 DNA領域の種を超えた保存の程度．（文献 45よ
り引用．）置換された塩基は赤で示している． 
表1　本研究で使用したPrimer配列の一覧
Primer Target Forward Primer Reverse Primer Use Restriction enzymeb
SHOX-2a SHOX  exon 2 5’–ATAACAGCGCTGGTGATCC–3’ 5’–GTGATGTCCTGGAGGCTGG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-2b SHOX  exon 2 5’–AAGTTTTGGAGAGCGGACTG–3’ 5’–CAAATGTGCACAGCGAGG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-3a SHOX  exon 3 5’–CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’–GGGTAATGGGTCTCGTCG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-3b SHOX  exon 3 5’–GGCAGACCAAGCTGAAACAG–3’ 5’–GACCAGGCGATGGCTCC–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-4 SHOX  exon 4 5’–CTGGGCTGGGTTCACAGG–3’ 5’–GACCCCATCCCTCCTGG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-5 SHOX  exon 5 5’–GGCTACACCCAGGACCAC–3' 5’–GCAGCAAATAGGGGAAAGG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-6a SHOX  exon 6 5’–CCCCATCCTGCGCCCTC–3’ 5’–TCTTGCTGTTGCTTTTGGC–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-6b SHOX  exon 6 5’–GCGCCCTACCTGATGTTC–3’ 5’–GGTTGAGTGCAGGACGC–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
398441 chrX:398,441a 5’– CAAACACGGAACAGCACACT –3’ 5’– CCTCTCTTGAAAGGCGTCTG –3’ Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls Tsp45I
398561 chrX:398,561a 5’– GCCTCTGCTGTTTGATTTCC –3’ 5’– GTGCCGTGGCGTTGTCTAC –3’ Sanger sequencing –
516836 chrX:516,836a 5’– TACACTGCACGCTCCGTATG–3’ 5’– GGGCCACTGCCTGTAACTAA–3’ Sanger sequencing –
591769 chrX:591,769a 5’–CAGCCATGGAAGAGCTCAC–3’ 5’–GGAGCGCAAAGGAACTTACC–3’ Sanger sequencing –
595440 chrX:595,440a 5’– CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’– GGCTGTACGCGTGCTGTG–3’ Sanger sequencing –
595440 chrX:595,468a 5’– CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’– GGCTGTACGCGTGCTGTG–3’ Sanger sequencing –
595387 chrX:595,387a 5’–CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’–GGCTGTACGCGTGCTGTG–3’ Sanger sequencing –
595387 chrX:595,500a 5’–CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’–GGCTGTACGCGTGCTGTG–3’ Sanger sequencing –
601735 chrX:601,735a 5’–AGTGCCGCAAACAAGAGAAT–3’ 5’–TTTCTAAGGGCCAGCTGAGA–3’ Sanger sequencing –
601735 chrX:601,765a 5’–AGTGCCGCAAACAAGAGAAT–3’ 5’–TTTCTAAGGGCCAGCTGAGA–3’ Sanger sequencing –
605190 chrX:605,190a 5’–TGCTGGAATTCTTGCTGTTG–3’ 5’–GCTCCCTAGGGGAGAAGAGG–3’ Sanger sequencing –
751039 chrX:751,039a 5’–CTGGCTACAGCTGACGAGTG–3’ 5’–GAAACGAGGGGAGGTGGT–3’ Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls Tsp45I
751039 chrX:751,072a 5’–CTGGCTACAGCTGACGAGTG–3’ 5’–GAAACGAGGGGAGGTGGT–3’ Sanger sequencing –
751205 chrX:751,205a 5’–CTCGTTTCCAACCCCTAGAA–3’ 5’–GAAAATAGACTGCCTTGCTTGG–3’ Sanger sequencing –
751319 chrX:751,319a 5’–AGAAAGGCATATCCAGAGTGACA–3’ 5’–AATTTCGCCACCCTATAGCA–3’ Sanger sequencing –
751686 chrX:751,686a 5’–TCCTATCGATCCCCTGTCTG–3’ 5’–CATCTCCCGTGTGTCACATT–3’ Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls FatI
780587 chrX:780,587a 5’–TGGAATCAAAATCGGGATATG–3’ 5’–AAAGACGGGCAAAAGGTACA–3' Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls MwoI
780846 chrX:780,846a 5’–TGATGTGGATTCAGCCAAAC–3’ 5’–CAAGGTGAGGAGGGCAGTAA–3’ Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls NciI
835007 chrX:835,007a 5’– CCCTTCCACGTTGTTCATTT–3’ 5’–GCCTCATTTTCTTTGCAAGC–3’ Sanger sequencing –
a Genomic positions referred to UCSC Human Genome Browser (February 2009, hg19, build 37).
bRestriction enzymes were used to identify an altered nucleotide in normal control.
表 2. 本研究で同定された塩基置換(文献45より引用）
Case Genomic Affected SHOX Nucleotide Amino acid SHOX  mutation
 positiona exon/CNE change change PolyPhen2b SIFTc databased HGVf ExACg 1000Genomeh Our controli
Missense substitutions
17 chrX: 595,440 exon 3 C365G Thr122Ser Probably Damaging Damaging N.D. N.D. N.D. 1/114,528 N.D. …
18 chrX: 595,468 exon 3 G393C Glu131Asp Probably Damaging Damaging N.D. rs374188319 N.D. 2/100,146 N.D. …
19 chrX: 595,500 exon 3 C425G Pro142Arg Probably Damaging Damaging ISS and LWD? N.D. N.D. N.D. N.D. …
20 chrX: 605,190 exon 6 C698T Ala233Val Probably Damaging Tolerated ISS and LWD? N.D. 0.008 2/12,752 N.D. …
21 chrX: 591,769 exon 2 C137T Ser46Phe Benign Tolerated N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. …
Silent substitutions
22 chrX: 595,387 exon 3 G312C Val104Val … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. …
23 chrX: 601,735 exon 5 C546T Gly182Gly … … Phenotype unknown rs138998412 N.D. 3/121,402 N.D. …
24 chrX: 601,765 exon 5 C576T Asp192Asp … … Heart disease rs200088460 N.D. 7/121,400 N.D. …
Nucleotide changes in CNE
25 chrX: 398,441 CNE-5 A > G None … … N.D. rs373482520 N.D. N.D. N.D. 3/200
26 chrX: 398,561 CNE-5 C > T None … … N.D. rs183167540 N.D. N.D. 7/5,008 …
25 chrX: 516,836 CNE-2 C > A None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 0/200
27 chrX: 751,039 CNE5 T > G None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 1/200
26, 28-30 chrX: 751,072 CNE5 A > G None … … N.D. rs139314781 N.D. N.D. 7/5,008 …
26, 27, 31-33 chrX: 751,205 CNE5 C > T None … … N.D. rs73616298 N.D. N.D. 215/5,008 …
34, 35 chrX: 751,319 CNE5 A > G None … … N.D. rs184927696 N.D. N.D. 14/5,008 …
36 chrX: 751,686 CNE5 G > A None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 1/200
37 chrX: 780,587 ECR1 C > G None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 0/200
38 chrX: 780,846 ECR1 T > G None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 2/200
39 chrX: 835,007 CNE9/ECS4 G > C None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 3/200
a Genomic positions referred to UCSC Human Genome Browser (February 2009, hg19, build 37).
b Based on the data of PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).
c Based on the data of SIFT (http://sift.jcvi.org/).
d LOVD X-chromosome gene database Short stature homeobox (http://grenada.lumc.nl/LOVD2/MR/home.php?select_db=SHOX)
e NCBI dbSNP web site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).
f Human genetic variation browser (http://www.genome.med.kyoto-u.ac.jp/SnpDB/).
g ExAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/).
h 1000 Genomes Browser (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/)
i 100 Japanese adults with normal stature.
CNE, highly conserved non-coding DNA elements; ECR, evolutionarily conserved region; ECS, evolutionarily conserved sequence; ISS, idiopathic short stature; LWD, Leri-Weill dyschondrosteosis;
Predicted Function
dbSNPe
Allele frequency in the general population
表 3. SHOX異常を同定した患者における解析結果と臨床症状（文献45より引用）
Cases Sex Age Clinicaldiagnosis
Stature
(SDS) Additional clinical features Genetic defects
Affected
SHOX  exon Affected CNE
Copy-number variations
1 F N.D. LWD N.D. N.D. Deletion All All
2 F 6.9 LWD -3.6 None Deletion All CNE-5, CNE-3, and CNE-2. 
3 F 0.5 LWD -1.7 None Deletion Exons 1-2 CNE-5, CNE-3, and CNE-2. 
4 M 4.0 ISS -5.0 Macrocephalus Deletion None CNE-5, CNE-3, and CNE-2. 
5 F 10.8 LWD -1.4 CV Deletion All NE-3, CNE-2. CNE4, CNE5, ECR1 and ECS4/CNE9 
6 F 4.0 ISS -3.1 None Deletion Exon 6b  CNE4
7 M 16 LWD -3.0 None Deletion None CNE4, CNE5, ECR1 and ECS4/CNE9 
8 F 11.0 ISS -2.3 None Deletion None  CNE4
9 F 11.1 LWD -1.4 None Deletion None Downstream region
10 M 6.7 ISS -2.3 None Deletion Exon 1 None
11 M 6.3 ISS -4.1 None Deletion Exon 1 None
12 M 9.5 ISS -2.5 None Duplication Exons 1-3  CNE-5, CNE-3, and CNE-2.  
13 F 1.9 ISS -2.7 None Duplication All CNE-2, CNE4 and CNE5
14 M 3.2 ISS -2.9 None Duplication All CNE4, CNE5, ECR1 and CNE9/ECS4 
15 F 4.6 ISS -2.4 None Duplication None CNE9/ECS4
16 M 6.4 ISS -2.0 None Duplication None Downstream region
Nucleotide alterations in SHOX exon
17 F 8.6 LWD -2.6 Webbed neck, CV Missense substitution Exon 3 None
18 F 4.4 ISS -3.2 Mild cubitus valgus Missense substitution Exon 3 None
19 F 5.5 LWD -2.5 Mesomelia, CV Missense substitution Exon 3 None
20 M 9.8 ISS -2.1 None Missense substitution Exon 6 None
21 M 10.8 ISS -2.1 None Missense substitution Exon 2 None
22 F 3.2 ISS -3.5 None Silent substitution Exon 3 None
23 M 3.5 ISS -2.3 None Silent substitution Exon 5 None
24 F 2.9 ISS -3.0 CV Silent substitution Exon 5 None
Nucleotide alterations in CNE
25 F 5.3 ISS -2.8 None Substitution in CNE None CNE-5 and CNE-2
26 F 5.2 ISS -3.4 None Substitution in CNE None CNE-5 and CNE5a
27 M 4.9 ISS -3.2 None Substitution in CNE None CNE5b
28 M 3.0 ISS -4.7 Macrocephalus Substitution in CNE None CNE5
29 F 4.6 ISS -2.3 None Substitution in CNE None CNE5
30 F 10.5 ISS -2.5 None Substitution in CNE None CNE5
31 M 14.0 ISS -2.6 Nonspecific bone changes Substitution in CNE None CNE5
32 F 6.1 ISS -2.5 None Substitution in CNE None CNE5
33 M 9.9 ISS -2.9 None Substitution in CNE None CNE5
34 F 10.0 ISS -3.6 Micrognathia, high archedpalate Substitution in CNE None CNE5
35 F 2.0 ISS -3.5 Prominent forehead Substitution in CNE None CNE5
36 M 6 ISS -3.0 None Substitution in CNE None CNE5
37 M 5.6 ISS -2.9 Blepharoptosis Substitution in CNE None ECR1
38 M 16.8 ISS -2.6 None Substitution in CNE None ECR1
39 F N.D. ISS N.D. None Substitution in CNE None CNE9/ECS4
CNE, highly conserved non-coding DNA elements; N.D.,, No data; F, female; M male; ECR, evolutionarily conserved region; LWD, Leri-Weill dyschondrosteosis;
ISS, idiopathic short stature; ECS, evolutionarily conserved sequence; CV, cubitus valgus.
a Cases 26 carried two nucleotide alterations in CNE5.
b Cases 27 carried three nucleotide alterations in CNE5.
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CNE-5 chrX:398,441
Human A AGT C AGGA C A T GA C A CGT GG
Rhesus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Dog - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Elephant - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Chicken A AGT GA A T A C A T GA C A C T CGC
X-tropicalis A AGT GA A T A C A T GA C A T T CGC
Zebrafish GAGT GA A C - - - - - - - A T C - - -
CNE-5 chrX:398,561
Human T C A AGAGAGGCGCGT T GT C T G
Rhesus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Dog - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Elephant - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Chicken T A A AGT GAGA T GGGT T A T C T G
X-tropicalis T A A AGT GAGA T GGGT T A T C T G
Zebrafish T T A AGT GAGA T GGGT T AGC T G
CNE-2 chrX:516,836
Human C A T GA A A A A A CCC A A A A T A CC
Rhesus C A T T A A A A A T A A A A A A A - - - C
Dog C A T T A A A A A T A C - - - - - - - - C
Elephant C A T T A A A A A T A A - - - - - - - - C
Chicken C A T T A A A A A T A T - - - - - - - - C
X-tropicalis C A T A A A A A A T A T - - - - - - - - C
Zebrafish C A T T A A A A A T A C - - - - - - - - C
CNE5 chrX:751,039
Human C A T T T C A A T C T T C A CC T C A T G
Rhesus C A T T T C A A T C T T GGCC T C A T G
Dog C A T T T C A A T C T CGGCC T C A T G
Elephant C A T T T C A A T C T CGGCC T C A T G
Chicken C A T T T C A A T C T T GGCC T C A T G
X-tropicalis C A T T T C A A T C T C AGA C T C A T G
Zebrafish C A T T T C A A T C T C AGCC T C A T G
CNE5 chrX:751,072
Human C AGCCGGC A A A T T A A T A A C AG
Rhesus C AGCCGGC A A A T T A A T A A C AG
Dog - CGGC T GC A A A T T A A T A A C AG
Elephant CCGGT T GC A A A T T A A T A A CCG
Chicken T AGGC T GC A A A T T A A T A A C AG
X-tropicalis C AGA C T GC A A A T T A A T A A C AG
Zebrafish CCGGCCC A A A A T T A A T A A CGC
CNE5 chrX:751,205
Human T A CCGGCCCGCGGT GA A T GA C
Rhesus T A CCGGGCGGCCGT GA A T GA C
Dog T A T CGG - CGGCGGT GA A T GA C
Elephant T GCGGA - CCGC AGT GAGT GA C
Chiken T A T T GGCCGA CGGT GA A T GA C
X-tropicalis T A T T GGT C T GC T A T GA A T GA C
Zebrafish - - - - - - - C T CC A A T GA A T GGC
CNE5 chrX:751,319
Human GGGA CGA T T T AGT T T CC A T GA
Rhesus GGGA C A A T T T AGT T T CC A T GA
Dog GGGA C A A T T T AGT T T CC A T GA
Elephant GGGA C A A T T T AGT T T CC A T GA
Chicken GGGA C A A T T T AGT T T CC A T GA
X-tropicalis AGGGC A A A T T AGT T T CC A T GA
Zebrafish GGGA C A A T T T AGT T T CC A T A A
CNE5 chrX:751,686
Human AGGA C T GC A CGT GGT GA C A CG
Rhesus AGGA C T - - - CGT GGT GA C A CG
Dog A AGA T C - - G - - T GGAGA C - - G
Elephant A AGCC T - - - - - - - - - GA C - - G
Chicken A AGGC T GC A CGT AGT - A C - - G
X-tropicalis A AGGC T - C A T GT T GT - A T - - G
Zebrafish A AGCC T T C A CGT - - - GA T - - G
ECR1 chrX:780,587
Human T GCCCC T T GT CC A T C T GCGT C
Rhesus GGCCCC T T A T CC A T C T GT GT C
Dog GGT CCC T T CC T C A T GCGA A T C
Elephant - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Chicken - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X-tropicalis - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Zebrafish - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
ECR1 chrX:780,846
Human C T C A T C T CCC T GA C T T C T A A T
Rhesus C T C A T C T CCC T GA C T T C T A A T
Dog C T C A T C A CCC T GA C T T C T A A T
Elephant CGCC T C A CCCCGGC T T C T A A T
Chicken C T C A T C A C A C T GA C T CC T A A T
X-tropicalis C T C A T C A C A C AGA C T CC T A A T
Zebrafish C T C A T C A CGCCGCCGC T T A A T
CNE9 chrX:835,007
Human C A A A C AGT CCGGGT T CC T T C A
Rhesus A A T A T GGC A CGT GGCC T T T C A
Dog A A A A T CC T A C A T T T T C T T T C A
Elephant A A A A CCC T A CGT T T T C T T CC A
Chicken A A A A T CC T A C A T T T T C T T T C A
X-tropicalis T A AGT T C T A C A T T T GC T C T C A
Zebrafish - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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